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Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 
Unser Zeichen: K 2537 - hu / msl 

Verwendung von adenoassoziierten Viren zur Senkunq der radio- oder chemo- 
therapieinduzierten Resistenz bei Krebspatienten 

5 Die Erfindung betrifft die Verwendung von adenoassoziierten Viren zur Senkung 
der radio- oder chemotherapieinduzierten Resistenz bei Patienten, die an einem 
durch Radio- oder Chemotherapie zu behandelnden Krebs leiden. 

Die Therapie malignef Erkrankungen erfolgte bisher neben der chirurgischen 
10 Entfernung von Tumoren durch Radio- und/oder Chemotherapie. Der Einsatz 
zytostatischer Agentien wird jedoch durch das Auftreten von Nebenwirkungen, 
insbesondere durch die Ausbildung von Resistenzen, limitiert. Bedingt durch 
diese Nebenwirkungen konnen Chemotherapeutika nur in begrenztem Umfang 
eingesetzt werden. So kann nicht mehr als eine vom Patienten tolerierbare 
, 1 5 Dosierung des Chemotherapeutikums eingesetzt werden, die aber in den meisten 
Fallen nur einen geringen kurativen Effekt erzielt. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, das Problem der 
durch Radio- oder Chemotherapie induzierten Resistenz zu vermindern bzw. 
20 abzuschwachen. Dadurch soil die Uberlebensrate von Krebspatienten nach einer 
Radio- oder Chemotherapie verbessert werden. Ferner sollen die Folgedosen bei 
einer Radio- oder Chemotherapie gesenkt werden konnen. Weiterhin soli die 
Ansprechbarkeit von Tumorzellen auf Radio- oder Chemotherapie verbessert 
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werden. 

Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspriiche gelost. 

5 Erfindungsgemafc wird durch die Verwendung von adenoassoziierten Viren die 
Ausbeildung einer radio- oder chemotherapieinduzierten Resistenz bei Patienten, 
die an einem durch Radio- oder Chemotherapie zu behandelnden Krebs leiden, 
gesenkt. 

1 u Uberraschenderweise wurde gefunden, daB nach einer Behandlung mit humanen 
apathogenen adenoassoziierten Viren (AAV) die Turmorzellen besser auf eine 
nachfolgende chemo- oder radiotherapeutische MaBnahme ansprechen. 

Das AAV-Virus ist ein humanes Parvovirus, das eine Koinfektion mit einem 
15 Helfervirus benotigt, damit eine produktive Infektion stattfinden kann. AAV 
infiziert Menschen in fruher Kindheit und gilt als apathogen, da keine mensch- 
liche Krankheit mit der AAV-lnfektion verbunden werden konnte (Adv. in Vir. 
Res. 1987, 32/ 43-306). 

20 Eine Infektion mit AAV in Kombination mit chemo- oder radiotherapeutischen 
Mafcnahmen steigert nach Erkenntnis der Erfinder die Effizienz der herkomm- 
lichen Therapie und vermindert auftretende Resistenzen, so daS eine weitere 
Therapie erfolgversprechender als bisher durchgefuhrt werden kann. Erfin- 
dungsgemaB konnen beliebige AAV-Viren verwendet werden. Bevorzugt wird 

25 das AAV-2-Virus verwendet. 
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In Tierversuchen mit immundefizienten Nacktmausen, denen subkutan kleinzel- 
lige Bronchialkarzinomzellen implantiert wurden, konnte gezeigt werden, daB 
eine AAV-lnfektion, die gleichzeitig mit einer chemotherapeutischen Behandlung 
vorgenommen wurde, zu einem schnelleren Ruckgang der Tumoren fuhrte. In 
5 beiden Gruppen zeigten sich nach kurzer Zeit Rezidive. Diese sprachen jedoch in 
der AAV-infizierten chemotherapierten Gruppe auf eine erneute Chemotherapie 
besser an als in der nur chemotherapierten Gruppe. Daraus laBt sich erkennen, 
dafc eine Infektion mit AAV die Ausbildung von Resistenzen vermindert oder 
sogar vermeidet. 

1U 

Die erfindungsgemaBe Verwendung der AAV-Viren kann vor, gleichzeitig oder 
nach der chemo- oder radiotherapeutischen Behandlung erfolgen. Sie erfolgt 
jedoch bevorzugt nach einem ersten chemo- oder radiotherapeutischen Behand- 
lungszyklus. Insbesondere bei Tumorarten, die per se schlecht auf eine chemo- 
15 oder radiotherapeutische Behandlung ansprechen, kann es angezeigt sein, die 
Behandlung vor der oder begleitend zu der Chemo-/Radiotherapie durehzufuhren, 
urn die Effizienz der Behandlung zu erhohen. Dadurch konnen die Behandlungs- 
dosen gesenkt werden, wodurch die Nebenwirkungen vermindert werden kon- 
nen. 

20 

Die Radio- oder Chemotherapie kann eine beliebige Radio- oder Chemotherapie 
sein, die dem zu behandelnden Krebs angepa&t ist. Solche Therapien sind seit 
Jahren bekannt und neben der chirurgischen Entfernung des Tumors die etablier- 
te Methode, urn Krebserkrankungen zu heilen bzw. die Lebenserwartung eines 
25 Patienten um einige Zeit zu erhohen. Dem Fachmann sind deshalb die Mafcnah- 
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men einer Radio- Oder Chemotherapie bestens bekannt. 

Die erfindungsgema&e Verwendung der AAV-Viren kann auf beliebige Krebsarten 
wie angewendet werden, wobei beste Erfolge bei Colon-, Pankreas- und Hirntu- 
5 moren (insbesondere Glioblastom) zu erwarten sind. Bevorzugt ist das kleinzel- 
lige Lungenkarzinom (SCLC) damit behandelbar. 

Die erfindungsgema&e Verwendung erfolgt intravenos, per infusionem, intratu- 
moral, oral (auch per inhalationem) oder kutan. Dabei wird das Virus in einem 

1 U geeigneten, dem Verabreichungsweg angepafcten Praparat formuliert. So ist es 
bevorzugt fur eine intravenose (auch als Infusion) und intratumorale Verabrei- 
chung das Virus in einer physiologischen Kochsalzlosung, Ringerlosung oder 
PBS-L6sung (Phosphat-gepufferte Salzlosung), fur eine kutane Verabreichung in 
Form einer Salbe, Suspension oder Gel, fur eine orale Verabreichung in Form von 

15 Aerosolspray bereitzustellen. 

Die verwendete Virusdosis betragt abhangig vom Korpergewicht des Patienten 
10 9 -10 10 AAV-Partikel/kg KG. 

20 Erfindungsgemafc wird auch eine pharmazeutische Zusammensetzung bereitge- 
stellt, die neben dem Chemotherapeutikum (Zytostatikum) adeno-assoziierte 
Viren, insbesondere AAV-2, enthalt. Als Chemotherapeutikum sind alle bisher in 
der Tumortherapie gebrauchlichen Chemotherapeutika (Zytostatika) einzeln oder 
in Kombination einsetzbar, beispielsweise Cis-Platin, Etoposid, Methothrexat, 

25 Doxorubicin, Cyclophosphamid, Trofosfamid, Busulfan, Cytarabin, Fluoruracil, 
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• Mercaptopurin, Vinblastinsulfat, Vincristinsulfat, Bleomycinsulfat oder Mitomy- 
cin. So ist es bevorzugt fur eine intravenose (auch per infusionem) und intratu- 
morale Verabreichung eine Injektionslosung, fur eine kutane Verabreichung in 
Form einer Salbe, fur eine orale Verabreichung in Form von Aerosolspray bereit- 
5 zustellen. Als Basis fur die Bereitung der infusionslosung eignen sich jeweils in 
reiner Form oder als Mischung physiologische Kochsalzldsung, Ringerlosung oder 
PBS. Die Menge an AAV richtet sich nach dem Gewicht des Patienten und 
betragt 10 9 -10 10 Partikel/kg KG. In der pharmazeutischen Zusammensetzung ist 
diese in einer Menge fur ein mittleres Korpergewicht von 70 kg enthalten. Die 

i v genaue Dosierung der erfindungsgema&en pharmazeutischen Zusammensetzung 
wird vom Arzt festgelegt und ist abhangig vom Geschlecht und Gewicht des 
Patienten, Schwere der Krankheit, Art der Verabreichung und geplanter Dauer 
der Verabreichung. Eine erfindungsgemaBe Zusammensetzung kann auch ubliche 
Hilfsstoffe enthalten. Als Hilfsstoffe konnen die ublichen, wie Arzneimitteltrager, 

1 5 Bindemittel, Sprengmittel, Gleitmittel, Losungsmittel, Losungsvermittler, Freiga- 
be-Beschleuniger, Freigabe-Verzogerer, Emulgatoren, Stabilisatoren, Farbemittel 
der Geschmackskorrgenzien verwendet werden. 

Die Erfindung wird anhand der beigefugten Figuren naher erlautert. 

20 

Figur 1 zeigt eine schematische Darstellung des zur Bestimmung von AAV-2 
vermittelter Arzneimittel-sensibilisierung verwendete Protokoll. Die Proliferation 
der SCLC-Zellinien nach der Infektion und/oder Arzneimittelbehandlung wurde 
mit dem MTT-Assay (J. Immunol. Methods 1983, 56, S. 55-63) bestimmt. Die 
25 relative Proliferation (A/Ao) wurde durch das Verhaltnis der Absorption von 
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AAV-2-infizierten und/oder mit dem Arzneimittel behandelten Zellen (A) zu der 
Absorption von pseudoinfizierten, unbehandelten Zellen (Ao) berechnet. 

Die Figuren 2a + b zeigen die AAV-vermittelte Sensibilisierung der SCLC-Zellinien 
gegenuber Cis-Platin, die relative Proliferation (A/Ao) der SCLC-Zellinien, NCI- 
H209 (Figur 2a) und NCI-H446 (Figur 2b) nach Pseudoinfektion (a: PBS allein; 
b: infiziert mit einem hitzeinaktivierten Gradienten von Ad2-infizierten Zellen) 
oder Infektion mit verschiedenen Multiplizitaten einer Infektion mit AAV-2 mit 
(graue Saulen) oder ohne (wei&e Saulen) anschlieftende Behandlung mit IC50 
von Cisplatin gemafc Tabelle 1 (TCID, in der Gewebekultur infektiose Dosis). 

Dje Figur 3 zeigt die AAV-vermittelte Sensibilisierung von von NCI-H209-Zellen 
abgeleiteten Tumoren in Nacktmausen (5 Mause pro Gruppe). Die Dosis an Cis- 
Platin war 3 mg/kg Korpergewicht (wochentliche Verabreichung). Die Etoposid- 
Dosis betrug 7,5 mg/kg Korpergewicht (dreimal wochentlich verabreicht). AAV-2 
wurde in einer MOI von 10 8 TC ID/Tier wochentlich verabreicht. Pfeile zeigen die 
Anderung der Behandlungsmodalitaten an: - Unterbrechung der Arzneistoff- 
behandlung und AAV-2-lnfektion; + Beginn der Behandlung und der Infektion. 

Die Erfindung wird am Beispiel des kleinzelligen Lungenkarzinoms (SCLC) naher 
erlautert. Dieser Karzinomtyp ist im allgemeinen durch eine anfanglich effektive 
Chemotherapie und Remission des Tumors gekennzeichnet. Jedoch erleiden fast 
alle Patienten ein Rezidiv, das durch eine Resistenz der Tumorzellen gegenuber 
der zuerst angewendeten Chemotherapie entstanden ist (ublicherweise Cis- 
platin/Etoposid). Daher wurde in einem Modellsystem mit einer menschlichen 
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kleinzelligen Lungenkarzinom-Zellinie getestet, ob eine Infektion mit AAV die 
zytotoxische Wirkung der Chemotherapeutika in der Zellkultur und in Tumoren 
bei immungestorten Mausen verstarkt. Es wird gezeigt, date die Infektion mit 
AAV signifikant die Wirksamkeit der chemotherapeutischen Behandiung an 
5 SCLC-Tumorzellen und -Tumoren erhoht. 

Beispiel 1 

Sensibilisierung von SCLC-Zellinien gegenuber Cis-Platin und Etoposid durch 
1U AAV-lnfektion 

Kleinzellige Lungenkrebszeilinien (NCI-H69, NCI-H164, NCI-H209 und NCI-H446) 
(Cancer Res.," 1980, 40, 3502-3507; Cancer Res., 1985, 45, 2913-2923) 
wurden in RPMI-1 640-Medium (Eurobio, Raunheim, Deutschland) geziichtet. 

15 HeLa-Zellen wurden in DMEN (Eurobio, Raunheim, Deutschland) gezuchtet. Alle 
Wachstumsmedien wurden mit Glutamin (Eurobio, 1%), Antibiotika (Penicillin 
und Streptomycin) und 10% hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (PAA, Linz, 
Osterreich) supplementiert. Die Kulturen wurden bei 37°C in einer Feuchtatmo- 
sphare mit 5% C0 2 inkubiert und regelmaUig auf Mycoplasmenverunreinigungen 

20 getestet. 

Das adeno-assoziierte Virus Typ 2 (AAV-2) wurde in HeLa-Zellen unter Ver- 
wendung von Adenovirus Typ 2 (Ad-2) als Heifer vermehrt. AAV wurde in einem 
Casium-chloridgradienten gereinigt und wie in J. Gen. Virol., 1994, 74, 2655- 
25 2662 beschrieben titriert. Die Adenovirus Typ 2 Inokula waren geklarte Uber- 
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stande von Ad2-infizierten HeLa-Zellen. 

Die SCLC-Zellen wurden in PBS suspendiert und mit gereinigtem AAV-2 in den 
angegebenen Multiplizitaten der Infektion (MOD inkubiert. Nach 45 min bei 37°C 
5 wurde nichtgebundenes, absorbiertes Virus durch Waschen mit PBS entfernt und 
das Wachstumsmedium wurde erganzt. Als Kontrollen (Pseudoinfektion) wurden 
entweder PBS oder die hitzeinaktivierte Fraktion (56°C, 30 min.) eines CsCI- 
Gradienten von mit Ad-2 infizierten Zellen alleine verwendet, wobei die Dichte 
(1,14 g/cm 3 ) der AAV-2-haltigen Fraktion, die bei der AAV-2-Reinigung ver- 
10 wendet wurde, in den jeweiligen Experimenten angegeben ist. Das Volumen/Zell- 
Verhaltnis bei diesen Experimenten war 50mal grofcer (5ml/10 6 Zellen) als das, 
das fur die AAV-lnfektionen verwendet wurde. 

Die AAV-2- oder pseudoinfizierten Zellen wurden mit Cis-Platin (Astra Medica, 
15 Frankfurt/Main, Deutschland) oder Etoposid (Bristol, Munchen, Deutschland) 
oder beiden in einem Verhaltnis [Cisplatin: Etoposide = 1 :2,5] behandelt, wobei 
die Arzneistoffe aufgelost in PBS dem Medium in der angegebenen Konzen- 
tration zugesetzt wurde. 

20 Die Proliferation der SCLC-Zellen nach der Infektion mit AAV-2 und/oder Behand- 
lung mit Chemotherapeutika wurde durch den modifizierten MTT-Test bestimmt 
(J. Immunol. Methods, 1983, 56, 55-63). Nach der Infektion oder Pseudoinfek- 
tion wurden die Zellen in Platten mit 24 Kavitaten in einer Dichte von 10 5 
Zellen/Kavitat ausgebracht und mit den Chemotherapeutika in den angegebenen 

25 Konzentrationen behandelt. Nach sechs Tagen (NCI-H69, NCI-H446) bzw. acht 


8. Juni 1998 

- 9 - 

Tagen (NCI-H146, NCI-H209) wurde der Kultur MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2- 
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) bis zu 
einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml zugesetzt. Die Kulturen wurden dann 4 
h bei 37°C inkubiert, urn eine Reduktion von MTT zu blauem Formazan durch 
5 mitochondriale Dehydrogenasen (Arch. Biochem. Biophys., 1993, 303, 474- 
482) zu erlauben, was eine aktive Proliferation der Zellen anzeigt. Die Zellen 
wurden zentrifiguert, mit PBS gewaschen und Formazan wurde in Isopropanol 
solubilisiert. Die ausgefallten Proteine wurden durch Zentrifugation (1000 UpM, 
1 5 min) pelletiert und 200 /;l-Proben des Uberstands wurden gemessen, urn die 
10 optische Dichte bei 540 nm (OD540) zu bestimmen, wobei die OD690 als 
Referenz und ein Titertek Multiskan plus MKII-Densitometer verwendet wurden 
(Lab Systems, Finnland). 

Die relative Proliferation (A/Ao) wurde als das Verhaltnis der in dem Uberstand 
1 5 von AAV-2-infizierten und/oder mit Arzneistoff behandelten Zellen gemessene 
Absorption (A), verglichen mit der Absorption, die fur den Uberstand der pseu- 
doinfizierten Zellen und unbehandelten Kontrollzellen gemessen wurde (Ao) 
definiert. Der IC50-Wert wurde als die Arzneistoff-Konzentrationen, die zu einer 
50%-igen Hemmung der Proliferation fuhrten, definiert. 

20 

Die mit AAV-2 infizierten Zellen (MOI-Werte wie angegeben) oder pseudoinfizier- 
ten Zellen wurden in Platten mit 24 Kavitaten ausgebracht und mit Cisplatin 
behandelt, Nach sechs bzw. acht Tagen wurde die relative Proliferation be- 
stimmt. Zusatzlich wurden kinetische Studien durchgefuhrt, um die optimalen 
25 Behandlungsmodalitaten fur SCLC-Zellen nach einer AAV-lnfektion zu bestim- 
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men. In diesen Untersuchungen wurde gezeigt, daB die AAV-vermittelte Sensibi- 
lisierung eine bis drei Stunden nach der Infektion maximal war. Bei dieser 
Untersuchung wurden die Chemotherapeutika drei Stunden nach der AAV- 
Infektion verabreicht. Um Effekte, die auf nach der Reihigung mit dem CsCI- 
5 Gradienten und der Ad2-Hitzeinaktivierung noch vorhandene Faktoren zuruckzu- 
fuhren sind, auszuschliefcen, wurde eine Kontrolle der Pseudoinfektion mit PBS 
zusatzlich zu der Pseudoinfektion mit der Fraktion des jeweiligen Gradienten 
eines Zellysats von mit Ad2 infizierten Zellen durchgefuhrt. 

10 Es wurde die relative Proliferation von NCI-H209- und NCI-H446-SCLC-Zellen 
nach der Infektion mit verschiedenen Vielfachen der infektiosen Einheiten (MOD 
vonb AAV-2 (10 1 -10 5 in der Gewebekultur infektiose Dosis (TCID) pro Zelle) mit 
und ohne anschlieBende Behandlung mit Cisplatin bei den in Tabelle 1 aufgefuhr- 
ten IC50-Werten gemessen. 

15 

Tabelle 1 

Konzentration der Chemotherapeutika, die zu einer 50%-igen Hemmung der 
Proliferation (IC50) der SCLC-Zellinien fuhren 

20 


NCI-H69 

0,2 

0,26 

0,08/0,2 

NCI-H146 

0,11 

0,025 

0,008/0,02 
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NCI-H209 

0,007 

0,053 

0,006/0,015 

NCI-H446 

0,15 

0,21 

0,042/0,105 


5 

Wie in Tabelle 1 gezeigt, zeigten die SCLC-Zellinien NCI-H69 und NCI-H446 eine 
hohe intrinsische Resistenz gegenuber beiden Arzneimitteln, wobei die Empfind- 
lichkeit gegenuber der Cisplatin/Etoposide-Behandlung niedriger war, wohinge- 
Tu gen NCI-H146-Zellen gegenuber Etoposide hoch empfindlich waren und die NCI- 
H209-Zellen gegenuber beiden Arzneistoffen hoch empfindlich waren. 

Wie aus Figur 2 (a + b) hervorgeht, fuhrte die AAV-2-lnfektion zu einer Abnahme 
der Proliferationsrate der mit Cisplatin behandelten Zellen bei einer MOI von TO 3 

15 bis 10 4 TCID/Zelle. Die Infektion mit einer MOI von 10 5 TCID/Zelle fuhrte zu 
keiner weiteren Verstarkung. Keine signifikante Hemmung der Proliferation 
wurde nach der Infektion mit niedrigeren MOI-Werten von AAV-2 Oder nach der 
Pseudoinfektion beobachtet, was eine spezifische Wirkung infolge der Infektion 
mit hoher MOI von AAV-2 anzeigt. Die relative Proliferation in AAV-2 infizierten 

20 (10 3 " 5 AAV/Zelle) und mit Cisplatin behandelten (IC50) Zellen wurde auf 0,29 in 
NCI-H446-Zellen und auf 0,25 in NCI-H209-Zellen verglichen mit der relativen 
Proliferation in nur mit Cisplatin behandelten (IC50) Zellen (0,59 in NCI-H446- 
Zellen und 0,5 in NCI-H209-Zellen) erniedrigt. 


25 


8. Juni 1998 


- 12 - 

Beispiel 2 

Quantitative Bestimmung der AAV-2-vermittelten Arzneistoffsensibiiisierung von 
SCLC-Zellinien 

Um die Sensibilisierung von Zellen gegenuber Chemotherapeutika nach Infektion 
mit AAV-2 quantitativ zu bestimmen, wurden Dosis-Antwort-Kurven aufgestellt. 
Es wurde die relative Proliferation der Zellinien nach einer Pseudoinfektion (PBS) 
oder AAV-lnfektion mit TO 3 oder 1 0 4 TCID/Zelle und anschliefSende Behandlung 
mit verschiedenen Konzentrationen von Cisplatin oder Etoposide oder eine 
Kombination beider Arzneimittel bestimmt (Tabelle 2). 

Tabelle 2 

Sensibilisierungsfaktor von SCLC-Zellinien, die mit Cisplatin und/oder Etoposide 
behandelt und mit AAV infiziert wurden. 


Zellinie 

Chemotherapeutikum 

Sensibilisierungs-faktor 



(A/Ao)* 



10 4 Ip. AAV/Zelle 

NCI-H69 

Cisplatin 

1,43 


Etoposide 

1,30 


Cisplatin/Etoposide 

1,45 
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NCI-H146 

Cisplatin 

1,37 


Etoposide 

1,38 


Cisplatin/Etoposide 

1,33 

NCI-H209 

Cisplatin 

2,33 


Etoposide 

2,12 

. 

Cisplatin/Etoposide 

2,00 

NCI-H446 

Cisplatin 

2,50 


Etoposide 

3,00 


Cisplatin/Etoposide 

3,00 


*Die relative Proliferation (A/Ao) wurde durch das Verhaltnis der Absorption von 
mit AAV-2-infizierten und/oder mit Arzneistoff behandelten (A) Zellen zu der 
10 Absorption der pseudoinfizierten, unbehandelten Kontrollen (Ao) berechnet 

Die Sensibilisierungsfaktoren (SF) wurden als das Verhaltnis der IC50-Werte 
infizierter Zellen verglichen mit den IC50-Werten pseudoinfizierter Zellen defi- 
niert. Der Sensibilisierungsfaktor gibt den Faktor an, um den die Konzentration 
1 5 eines Chemotherapeutikums nach Infektion mit AAV-2 erniedrigt werden kann, 
um den gleichen Grad an Proliferationshemmung zu erhalten. Wie in Tabelle 2 
zusammengefafct war die Sensibilisierung durch AAV-2 in NCI-H69 und NCI- 
HI 46 mafcig (maximaler SF etwa 1,4 bei einer MOI von 10 4 TCID/Zellen). Die 
Infektion von NCI-H209 oder NCI-H446 induzierte eine signifikantere MOI- 
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abhangige Sensibilisierung (maximaler SF etwa 3 (NCI-H446) und 2,3 (NCI- 
H209) bei einer MOI von 10 4 TCID/Zelle). Die AAV-2 vermittelte Sensibilisierung 
hing von dem verwendeten Chemotherapeutikum nicht ab. 

5 

Beispiel 3 

AAV-2-vermittelte Arzneistoffsensibiiisierung von NCI-H209-abgeleiteten Tumo- 
ren in Nacktmausen 

lu 

H209 ist eine Zellinie, die von einem Tumor abgeleitet ist, der vor der Zuchtung 
nicht chemotherapeutisch behandelt wurde und nicht arzneimittelresistent ist. 

Weibliche Nacktmause (CD1-nu/nu) von Iffa Credo (Brussel, Belgien). wurden in 
15 Isolatoren gehalten und erhielten Wasser und Nahrung nach Belieben. Experi- 
mentell wachsende SCLC-Zellen (H209) wurden subcutan den sechs Wochen 
alten Mausen (10 7 Zellen in 100 //I PBS pro Tier) in die Flanke injiziert. Funf 
Monate nach der Inokulation der Zellen, als die Tumore ein Durchschnittsvolu- 
men von 200 mm 3 erreicht hatten, wurden die Tiere wochentlich mit AAV-2 
20 (intratumorale Injektion von 10 8 in der Gewebekultur infektiosen Dosen (TCID)) 
infiziert und/oder mit Chemotherapeutica durch intraperitoneale Injektion von 3 
mg/kg Korpergewicht Cis-Platin (wochentlich) und 7,5 mg/kg Korpergewicht 
Etoposid (dreimal wochentlich) behandelt. Einzelheiten des Beginns und des 
Endes der Behandlung sind in Figur 3 angegeben. In jeder Gruppe (Kontrolle, 
25 chemotherapeutische Behandlung, AAV2-lnfektion, Behandlung + Infektion), 
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wurden funf Tiere aufgenommen. Die infizierten und nicht-infizierten Tiere 
wurden in separaten Isolatoren gehalten. Die Tumordurchmesser wurden wo- 
chentlich gemessen und das Tumorvolumen wurde durch die Formel Tumorvolu- 
men = Yi x Breite x Tiefe x Hohe bestimmt. Das relative Tumorvolumen (V/Vo) 
5 wurde fur jedes Tier und jeden Zeitpunkt bestimmt (Verhaltnis des Tumorvolu- 
mens [V] verglichen mit dem Tumor zu Beginn der Behandlung [Vo]). 

Wie aus Figur 3 hervorgeht, fuhrte die Behandlung mit Chemotherapeutika zu 
einer raschen Abnahme der Tumorvolumina und einer vollstandigen Regression 

1 0 nach dreiwochiger Behandlung. Die Kombination von Chemotherapie mit AAV2- 
Infektion fuhrte zu einer rascheren Abnahme der Tumorvolumina verglichen mit 
Tieren, die nur eine Chemotherapie erhalten hatten, was eine Sensibilisierung der 
durch den Arzneistoff behandelten Tumorzellen durch AAV-2 anzeigt. Die 
Infektion mit AAV-2 alleine hatte keine signifikante Wirkung, und die Tumorvolu- 

1 5 mina nahmen in gleichem Umfang wie bei den unbehandelten Kontrollen zu. Die 
Behandlung wurde nach vollstadniger Regression der Tumore unterbrochen und 
wurde bei einem Rezidiv wieder aufgenommen. Die Behandlung von Rezidiven 
war bei Tieren, die nur eine Arzneimittelbehandlung erhalten hatten weniger 
effektiv, verglichen mit der bei AAV-infizierten und chemotherapeutisch behan- 

20 delten Tiere. Dies zeigt die Entwicklung einer Resistenz gegenuber der anfang- 
lichen Behandlung bei mindestens der chemotherapeutisch behandelten Tier- 
gruppe an. Die Rezidive in mit AAV-2 behandelten Tieren waren weiterhin 
gegenuber der Behandlung mit Cis-Platin und Etoposid empfindlich, aber die 
Tumorregression war langsamer verglichen mit der Regression der anfanglichen 

25 Tumore. In Woche 9 bildeten sich bei 3 von 5 mit AAV-2 infizierten Tieren die 
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Tumore vollstandig zuruck, im Gegensatz zu den Tumoren bei Tieren, die nur mit 
Chemotherapeutika behandelt wurden, wobei eine vollstandige Regression der 
Tumore nicht induziert wurde. 
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PATENTANSPRUCHE 


1) Verwendung von adenoassoziierten Viren zur Senkung der radio- oder 
chemotherapieinduzierten Resistenz bei Patienten, die an einem durch 
Radio- oder Chemotherapie zu behandelnden Krebs leiden. 

2) Verwendung nach Anspruch 1, wobei die adenoassoziierten Viren in einer 
Dosis von.10M0 10 AAV-Partikel/kg KG eingesetzt werden. 

3) Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 2, wobei das adenoassozi- 
ierte Virus adenoassoziiertes Virus 2 (AAV-2) ist. 


4) Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei der durch Radio- 
15 oder Chemotherapie zu behandelnden Krebs ein Colon-',- Pankreas- oder 

' ' . Hirntumor oder kleinzelliges Lungenkarzinom ist. 

5) Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Verwendung 
intravenos, kutan, oral oder intratumoral erfolgt. 


6) Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei die Verwendung 
vor, nach oder gleichzeitig zu einer Chemo- oder Radiotherapie erfolgt. 


7) 

25 


Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend ein Chemotherapeutikum 
und adenoassozierte Viren. 
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8) Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7, wobei das Chemo- 
therapeutikum Cis-Platin und/oder Etoposid ist. 

9) Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7 oder 8, wobei diese 
5 eine Injektions- oder Inf usionslosung, ein Aerosolspray oder eine Salbe ist. 
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ZUSAMMENFASSUIMG 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von adenoassoziierten Viren zur Senkung 
der radio- oder chemotherapieinduzierten Resistenz bei Patienten, die an einem 
durch Radio- oder Chemotherapie zu behandelnden Krebs leiden. 
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